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RIASSUNTO 
 
Le patologie maligne della tiroide comprendono carcinoma della tiroide, 
noduli tiroidei e malattie proliferative della tiroidite. Una diagnosi 
appropriata può spesso risultare difficile perché differenti sottotipi di 
tumore maligno sono difficili da distinguere con la semplice analisi 
patologica e l’esame citologico dell’ago-aspirato. Tale difficoltà si presenta 
soprattutto in caso di neoplasie follicolari, dove la rimozione chirurgica 
della tiroide è l’unico mezzo per distinguere tra adenomi follicolari, 
carcinomi follicolari e la variante follicolare del carcinoma papillare. 
L’intervento chirurgico se pur necessario per escludere (con successivo 
esame istologico) la possibilità di tumore maligno, risulta spesso inutile. 
Pertanto, c’è un grande interesse nella possibilità di individuare nuovi 
biomarkers che permettono di differenziare noduli microfollicolari maligni 
dai benigni, evitando tiroidectomie non necessarie. In un precedente 
lavoro del nostro laboratorio è stata effettuata la validazione delle proteine, 
di cui si era trovato un aumento di espressione nel tumore tiroideo con 
una analisi proteomica effettuata su ago-aspirato (FNA) post-chirurgico. 
Tale studio ha confermato l’aumento di espressione nel tumore 
dell’annessina 1 (ANXA1) anche rivelando la sua assenza nei controlli 
benigni. Pertanto in questo lavoro di tesi l’obiettivo è dimostrare il 
possibile utilizzo di un kit ELISA per la determinazione dell’ANXA1 
(candidato biomarker) in fluidi biologici, allo scopo di diagnosticare tumori 
tiroidei.  
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Durante la tesi è stato utilizzato un kit ELISA messo a punto nel nostro 
laboratorio, sia per identificare l’ANXA1 nell’ago-aspirato, sia in fluidi 
biologici più semplici da raccogliere, quali saliva e siero. 
Nello studio sono stati inclusi 302 pazienti, tutti con nodulo alla tiroide. I 
pazienti sono stati reclutati dal Dipartimento di Endocrinologia 
dell’Università di Pisa. 
Sono stati raccolti 112 campioni di saliva, 100 di ago-aspirato e 90 di 
siero. Per ogni paziente è stato effettuato un esame citologico sull’ago-
aspirato permettendo la suddivisione dei pazienti in classi: 
 lesione microfollicolare 
 benigno 
 sospetto carcinoma papillare 
 carcinoma papillare 
L’analisi istologica, avvenuta successivamente all’asportazione chirurgica 
dei noduli, ha consentito una ulteriore suddivisione delle lesioni micro- 
follicolari in maligni e benigni. A questo punto su tutti i campioni viene 
determinata l’ANXA1 con saggio ELISA. Si raccolgono per ogni campione i 
relativi valori di assorbanza, e in base all’equazione della retta di taratura 
e del loro fattore di diluizione si determina la concentrazione dell’ANXA1.  
L’analisi dei risultati rivela l’importanza dell’ANAXA1 nel discriminare 
campioni benigni da campioni di carcinoma e anche una possibile 
discriminazione tra lesioni microfollicolari benigne e maligne.  
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CAPITOLO 1-INTRODUZIONE 
 
1.1 ANATOMIA DELLA TIROIDE 
La tiroide è una ghiandola endocrina a forma di farfalla, impari e mediana, 
posizionata per lo più inferiormente e anteriormente alla laringe, nella 
regione antero-inferiore del collo [1]. Si presenta con una superficie liscia, 
di colore rosso-bruno e  una consistenza molle ed è formata da due lobi, 
destro e sinistro, uniti inferiormente da uno stretto ponte che prende il 
nome di istmo [1] (Fig. 1). 
 
 
Fig.1 Struttura della tiroide 
 
La tiroide è isolata dagli organi vicini da una guaina fibrosa ed è 
vascolarizzata  dalle arterie tiroidee superiori ed inferiori [1].  
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Il drenaggio venoso avviene per mezzo delle vene tiroidee superiori e medie 
alle giugulari interne e per mezzo delle inferiori ai tronchi bronchiocefalici 
[1]. La ghiandola tiroidea è innervata  sia dal sistema adrenergico che da 
quello colinergico [2]. Le  fibre afferenti giungono ad essa per mezzo dei 
nervi laringei e regolano il sistema vasomotorio e modulano il flusso di 
sangue alla tiroide. In più all’innervazione vasomotoria vi è un sistema di 
fibre adrenergiche che termina vicino alla membrana basale della parete 
follicolare. Le cellule tiroidee hanno la presenza di recettori adrenergici 
sulla loro membrana plasmatica, ciò indica che la funzionalità tiroidea è 
influenzata dal sistema adrenergico sia attraverso effetti sul flusso 
ematico, che attraverso effetti diretti sulle cellule follicolari [2]. 
La tiroide come tutti gli organi pieni è formata da una capsula connettivale 
che riveste un parenchima ghiandolare. La capsula invia all’interno 
dell’organo tralci di tessuto connettivo che suddividono l’organo in aree 
irregolari che prendono il nome di lobuli e inoltre permettono il passaggio 
di vasi e nervi. Il parenchima ha una struttura follicolare, con una serie di 
vescicole chiuse, cioè i follicoli tiroidei  con intercalate le cellule 
parafollicolari o cellule C sia nella parete dei follicoli che esternamente ad 
essi [1]. In particolare i follicoli tiroidei sono vescicole chiuse formate da 
una parete detta epitelio follicolare e da tireociti che sono le cellule 
principali atte alla produzione degli ormoni tiroidei. All’interno dei follicoli 
è presente del materiale amorfo detto colloide che è un deposito del 
prodotto secreto dall’epitelio follicolare [2]. 
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Le cellule C o parafollicolari sono una popolazione di cellule minoritaria, 
deputate alla produzione dell’ormone calcitonina, implicato nell’inibizione 
del riassorbimento del calcio osseo [3]. 
 
 
1.2 Fisiologia e funzionalità della tiroide 
La funzione della tiroide è la produzione degli ormoni tiroidei tramite i 
tireociti e della calcitonina grazie alle cellule parafollicolari. 
Gli ormoni tiroidei derivano dalla iodazione di un amminoacido aromatico, 
la tiroxina; essi sono la triiodotironina T3 e la  tetraiodotironina o tiroxina 
T4. Entrambi gli ormoni tiroidei agiscono sul metabolismo cellulare e sui 
relativi processi di accrescimento senza presentare degli organi specifici, 
ma un’azione generalizzata. Quasi sempre hanno un effetto eccitatorio sul 
metabolismo basale [3]: aumentano il consumo di ossigeno da parte dei 
tessuti, stimolando la produzione endogena di calore; stimolano la sintesi 
proteica, la gluconeogenesi, la glicogenolisi, il catabolismo dei lipidi; 
hanno un effetto inotropo e cronotropo positivo sul miocardio. 
Nell’età fetale e nella prima infanzia svolgono un ruolo importantissimo nel 
differenziamento e nella crescita del sistema nervoso. 
Carattere peculiare della tiroide è quello di possedere la capacità di 
depositare il secreto in una sede extracellulare, in quanto gli ormoni si 
legano ad una glicoproteina iodata (tireoglobulina) e si accumulano nel 
lume follicolare sottoforma di colloide, liquido giallastro che costituisce il 
deposito del secreto tiroideo [2].  
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La tireoglobulina è una glicoproteina, contenente galattosio, galattosamina 
e mannosio; contiene l’1% di iodio, di cui il 60% in forma di iodotirosina e 
il 30% di iodotironine. 
Dalla tireoglobulina sono liberati, per scissione proteolitica, gli ormoni 
tiroidei, i quali passano nel sangue lungo un gradiente di concentrazione, 
attraversando lo strato delle cellule follicolari [2]. Gli ormoni sono liberati 
a seconda delle esigenze dell’organismo. 
La disponibilità di un sufficiente apporto di iodio per via alimentare è un 
fattore indispensabile per un corretto funzionamento della ghiandola 
tiroidea. 
L’attività della tiroide è prevalentemente regolata dal Thyroid Stimulating 
Hormone o Tireotropina (TSH). Il TSH è una glicoproteina sintetizzata e 
rilasciata dalle cellule tireotrope dell’adenoipofisi sotto lo stimolo del 
fattore di rilascio della Tireotropina (TRH). A sua volta il TRH è un 
tripeptide sintetizzato e secreto dai neuroni dell’eminenza mediana e dei 
nuclei paraventricolari, che raggiunge tramite il sistema portale ipofisario 
l’adenoipofisi, stimolando la sintesi e secrezione di TSH che incrementa la 
funzione tiroidea. Il T₄ e il T₃ sono rilasciati nel circolo sistemico, dove la 
maggior parte si lega in modo reversibile alle proteine plasmatiche, come 
la globulina legante la tiroxina (TBG), per il trasporto fino agli organi 
periferici [4]. Ad esse gli aminoacidi iodati si legano con legame non 
covalente facilmente reversibile [5].  
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Le proteine di legame servono per mantenere i livelli sierici del T₃ e del T₄ 
liberi entro certi limiti piuttosto ristretti, pur tuttavia assicurando una loro 
rapida disponibilità tissutale.  
Il T₃ e T₄ non legati penetrano nelle cellule dove interagiscono con recettori 
nucleari, provocando modificazioni dell’espressione genica ed elevazione 
del tasso catabolico di carboidrati e lipidi e stimolo della sintesi proteica in 
molti tipi cellulari. L’effetto netto di tutto ciò è un aumento del tasso 
metabolico di base.  In particolare se l’ormone tiroideo si abbassa, il TSH 
comanda la sua liberazione dalla tiroide; se invece circola troppo ormone 
tiroideo, l’ipofisi mette a riposo la ghiandola tiroidea. Tale meccanismo di 
regolazione è definito “feedback negativo”.  
 
 
1.3 PATOLOGIE FUNZIONALI DELLA TIROIDE 
1.3.1 Ipertiroidismo 
L’ipertiroidismo è una patologia che porta ad un aumento dell’azione degli 
ormoni tiroidei [6] con conseguente aumento del metabolismo, 
temperatura corporea elevata, aumento dell’appetito, tachicardia e 
ipertensione.  Quando gli elevati livelli ormonali derivano da una reale 
iperfunzione della ghiandola, come si verifica nella malattia di Graves, la 
tireotossicosi può essere correttamente denominata ipertiroidismo [7]. Se, 
invece, si ha un’eccessiva liberazione di ormoni tiroidei da parte di una 
ghiandola non iperattiva, la sindrome clinica che ne deriva è più 
correttamente definita come tireotossicosi. 
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La tireotossicosi può essere causata da un certo numero di affezioni: 
 Iperplasia diffusa della tiroide associata a malattia di Graves 
          (circa l’85% dei casi) 
 Assunzioni di ormoni tiroidei esogeni (prescritti in caso di  
          ipertiroidismo) 
 Gozzo multinodulare iperfunzionante 
 Adenoma tiroideo iperfunzionante 
 Tiroiditi, o infiammazioni della tiroide, si riferiscono a un gruppo 
          eterogeneo di affezioni accomunate dalla presenza di un certo 
          grado di  flogosi della ghiandola.  
Più comuni e di maggiore significato clinico sono:       
1. TIROIDITE DI HASHIMOTO [8]: rappresenta la causa più comune di 
ipotiroidismo in zone non carenti di iodio. È caratterizzata dall’instaurarsi 
di una progressiva insufficienza funzionale dell’organo a causa della sua 
progressiva distruzione autoimmune.  
2. TIROIDITE SUBACUTA (GRANULOMATOSA): conosciuta anche 
come tiroidite granulomatosa o tiroidite di De Quervain, ha un’incidenza 
molto minore di quella di Hashimoto. Per quanto concerne la patogenesi si 
hanno notevoli evidenze che suggeriscono un’origine virale. 
3. TIROIDITE SUBACUTA LINFOCITARIA (INDOLORE): conosciuta 
anche come tiroidite indolore, o tiroidite silente, o tiroidite linfocitaria, 
rappresenta una causa rara di ipertiroidismo. Clinicamente si manifesta 
con aumento del volume ghiandolare o con i segni di un ipertiroidismo 
lieve, o con entrambi.  
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I termini ipertiroidismo primario e secondario vengono talvolta utilizzati per 
indicare l’ipertiroidismo che deriva da alterazioni tiroidee intrinseche e 
quello da processi extra-tiroidei, come i tumori ipofisari secernenti TSH.  
 
1.3.2 Ipotiroidismo 
L’ipotiroidismo è una malattia che comporta una diminuzione della 
produzione o della secrezione degli ormoni. Essa  può derivare da un 
qualsiasi difetto lungo l’asse ipotalamo-ipofisario-tiroideo. Come nel caso 
dell’ipertiroidismo, quest’affezione viene suddivisa in primaria e 
secondaria, secondo la sua origine da un’anomalia intrinseca tiroidea o da 
cause ipotalamo-ipofisarie [6]. 
Nella maggior parte dei casi l’ipotiroidismo è di tipo primario. La causa più 
comune, nelle zone normalmente fornite di iodio, è la tiroidite cronica 
autoimmune, o tiroidite di Hashimoto [8].  
L’ipotiroidismo secondario è causato dalla deficienza di TSH, mentre 
quello terziario (centrale) è dato da deficit di TRH.  
Se la carenza di secrezione avviene durante l’infanzia, oltre al metabolismo 
ridotto, avviene anche uno sviluppo ritardato del sistema nervoso che 
causa un ritardo mentale accompagnato da bassa statura noto come 
cretinismo. 
L’insieme dei sintomi dovuti ad iposecrezione nell’adulto, invece, viene 
chiamato mixedema. 
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1.4 TUMORI DELLA TIROIDE 
Un nodulo tiroideo è una lesione discreta nella ghiandola tiroidea che è 
palpabile e/o distinguibile ultrasonograficamente dal parenchima 
circostante [9]. Ogni anno, in Italia, 9000 persone vengono colpite da 
cancro alla tiroide, che rappresenta l’1% di tutti i carcinomi. Questa 
neoplasia è più diffusa tra la popolazione femminile, con un rapporto di 
4:1 rispetto ai maschi [6].  
Il cancro della tiroide spesso non dà segni visibili perché cresce molto 
lentamente ed è poco invasivo. Secondo alcune stime, circa il 50% della 
popolazione sviluppa nel corso della propria vita un nodulo tiroideo, per 
quanto impercettibile esso possa essere.  
Molti noduli tiroidei non vengono mai avvertiti e non causano alcun 
problema, per cui la loro individuazione può essere occasionale, spesso al 
momento dell’esecuzione di un’ecografia richiesta ad esempio durante una 
visita professionale o per la presenza di linfonodi aumentati di volume nel 
collo. Solo nel 4-7% della popolazione si sviluppano noduli dalle 
dimensioni sufficientemente grandi per essere avvertiti da un medico, 
tramite palpazione del collo del paziente. L’importanza clinica dei noduli 
tiroidei dipende dalla necessità di escludere il carcinoma che si ha nel 5-
10% dei casi e che dipende dall’età, genere, storia di esposizione a 
radiazioni, familiarità ed altri fattori [10,11]. Fortunatamente, la gran 
maggioranza dei noduli solitari della tiroide si rivelano lesioni benigne, sia 
adenomi follicolari che condizioni localizzate non neoplastiche (per 
esempio iperplasia nodulare, cisti semplici o focolai di tiroidite).  
11 
 
Quando si rivelano neoplastici, in oltre il 90% dei casi sono adenomi. 
Diversi criteri clinici possono essere utilizzati per avere un’indicazione 
circa la natura di un certo nodulo tiroideo: 
 un nodulo solitario è più facilmente neoplastico di quanto non lo 
siano noduli multipli 
 più giovane è il paziente e più alto è il rischio di una neoplasia 
 un nodulo in un maschio è più sospetto che in una donna 
 un pregresso trattamento radioterapico della testa e del collo è 
associato ad aumento dell’incidenza di neoplasie tiroidee 
 i noduli funzionanti che captano lo iodio e appaiono caldi alla 
scintigrafia, sono più facilmente benigni che maligni. 
Tuttavia è l’esame morfologico di un dato nodulo della tiroide, eseguito per 
agoaspirazione o dopo asportazione chirurgica del tessuto, che fornisce 
l’identificazione della natura. Utilizzando queste modalità diagnostiche i 
risultati falsi positivi sono rari [12]. 
 
1.4.1 Adenomi 
In generale gli adenomi tiroidei si presentano come noduli solitari poiché 
nella maggior parte dei casi derivano dalle cellule follicolari e per questo 
sono chiamati adenomi follicolari.  
Essi possono essere classificati secondo la dimensione o presenza di 
follicoli e tipo e grado di cellularità.  
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Gli adenomi colloidei semplici (macrofollicolari), che rappresentano la 
forma più comune, ricordano strettamente il parenchima tiroideo normale.  
Gli altri ricapitolano differenti stadi dello sviluppo embriologico della 
tiroide normale e condividono caratteri architetturali con il carcinoma 
follicolare. Sono classificazioni dotate di un limite intrinseco, in quanto 
sono comuni le forme miste e, in ultima analisi, tutti hanno lo stesso 
significato clinico e biologico. Clinicamente sono di difficile distinzione, da 
una parte da focolai di iperplasia follicolare e, dall’altra dai più rari 
carcinomi follicolari.  
Numerosi studi hanno documentato che la trasformazione maligna 
nell’adenoma follicolare è un fatto eccezionale [6]. 
 
1.4.2 Carcinoma tiroideo 
I tumori maligni della tiroide per la maggior parte insorgono nella 
popolazione adulta, benché alcune forme, soprattutto quelle papillari, 
possono osservarsi anche in età infantile [13]. 
È stata riscontrata una prevalenza nel sesso femminile, specie in soggetti 
che sviluppano la neoplasia nell’età adulta precoce o media, 
probabilmente in relazione all’espressione di recettori estrogenici da parte 
del tessuto tiroideo neoplastico. Al contrario, i casi in età giovanile e quelli 
dell’età adulta avanzata non mostrano predilezione di sesso. La maggior 
parte dei tumori tiroidei sono lesioni ben differenziate. 
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Le varianti morfologiche di carcinoma tiroideo, con le relative frequenze, 
sono qui elencate: 
 Carcinoma papillare ( 75-85% )  
 Carcinoma follicolare ( 10-20% ) 
 Carcinoma midollare ( 5% ) 
 Carcinoma anaplastico [6] ( < del 5% ) 
I carcinomi differenziati della tiroide, che includono il carcinoma papillare 
e quello follicolare, comprendono la grande maggioranza (90%) di tutti i 
carcinomi della tiroide [14]. 
 
1.4.2 a  Carcinoma papillare 
Questa, che come già detto, è la forma più comune di carcinoma tiroideo, 
può manifestarsi a qualunque età, ma più spesso insorge tra la terza e la 
quinta decade e rappresenta la gran maggioranza dei tumori maligni della 
tiroide associati a pregressa esposizione a radiazioni ionizzanti [15].  
Il carcinoma papillare è costituito da lesioni solitarie o multifocali della 
tiroide.  
Alcuni di questi tumori  possono essere ben circoscritti e persino 
incapsulati, mentre altri, a margini irregolari, possono infiltrare il 
parenchima adiacente (Fig. 2).  
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Le lesioni possono contenere aree di fibrosi e calcificazioni, e il loro aspetto 
è spesso cistico.  
Esistono varianti che devono essere riconosciute in quanto, nonostante le 
differenze, il loro comportamento clinico è simile a quello delle lesioni più 
comuni [16]. La variante capsulata costituisce circa il 10% di tutte le 
neoplasie papillari. È solitamente confinata alla tiroide; ben capsulata, si 
presenta raramente con disseminazione vascolare o linfonodale, pertanto 
in molti casi presenta una prognosi eccellente. In passato tali lesioni sono 
state denominate adenomi papillari.  
La variante follicolare possiede i nuclei caratteristici del carcinoma 
papillare, ma un’architettura quasi totalmente follicolare. Come la maggior 
parte dei tumori papilliferi, non sono capsulati e infiltrano.  
Fig.2 Istologia del carcinoma papillare 
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La variante a cellule alte presenta cellule alte colonnari con citoplasma 
intensamente eosinofilo che riveste le strutture papillari e follicolari 
(Fig.3). 
 
 
Fig.3 Istologia del carcinoma papillare variante a cellule alte 
 
Le strutture papillari sono rivestite da cellule con abbondante citoplasma 
simil-oncocitario, di dimensioni doppie in altezza rispetto alle cellule 
neoplastiche del carcinoma papillare variante classica [17]. Questi tumori 
tendono a raggiungere grosse dimensioni, con evidente invasione vascolare 
e frequente associazione con metastasi locali e a distanza. Si riscontrano 
in genere negli individui anziani e come riportato da diversi autori sembra 
essere associato ad un comportamento più aggressivo tra tutte le forme di 
carcinoma papillare [18,19]. 
La maggior parte dei carcinomi papillari si presenta come noduli tiroidei 
asintomatici, anche se la prima manifestazione può essere data da una 
massa in un linfonodo cervicale.  
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Il nodulo neoplastico, che è solitamente solitario, è mobile durante la 
deglutizione e non distinguibile da uno benigno. Raucedine, disfagia, tosse 
o dispnea stanno a indicare uno stadio più avanzato della malattia. 
Sono stati utilizzati diversi test diagnostici per distinguere i noduli tiroidei 
benigni dai maligni, compresi scintigrafia e agoaspirazione con ago sottile. 
Alla scintigrafia, la maggior parte delle lesioni papillari appare come un 
nodulo freddo. I miglioramenti nell’analisi citologica hanno reso questa 
metodica il miglior metodo per definire la natura della lesione. 
 
1.4.2 b  Carcinoma follicolare 
I carcinomi follicolari sono la seconda forma in ordine di frequenza delle 
neoplasie maligne tiroidee, rappresentando dal 10 al 20% dei carcinomi di 
quest’organo.  
Come regola generale insorgono in donne a un’età più avanzata dei 
carcinomi papillari con un picco d’incidenza nella quinta e sesta decade. 
L’incidenza di queste neoplasie è aumentata, soprattutto nelle zone a 
carenza di iodio, suggerendo un ruolo del gozzo multinodulare, come 
terreno di base per il loro sviluppo. Non esiste evidenza definitiva che 
questi carcinomi insorgano da preesistenti adenomi [13,15]. I carcinomi 
follicolari sono noduli solitari che possono essere ben circoscritti o 
infiltranti. Le lesioni nettamente demarcate possono essere di distinzione 
macroscopica molto difficile dagli adenomi follicolari.  
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Le lesioni di dimensioni maggiori possono invadere la capsula e dare luogo 
a infiltrazione ben oltre di essa nei tessuti cervicali adiacenti (Fig.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Istologicamente, la maggior parte di questi tumori sono formati da cellule 
discretamente uniformi disposte in piccoli follicoli contenenti colloide, del 
tutto simili alla tiroide normale. In taluni casi, la differenziazione 
follicolare può essere meno evidente.  
Solo occasionalmente questi tumori presentano predominanza di cellule 
con abbondante citoplasma granulare, eosinofilo (cellule di Hürthle), ma 
qualunque tipo di crescita abbiano, non presentano mai le caratteristiche 
citologiche che abbiamo descritto come diagnostiche di carcinoma 
papillare. Ciò è molto importante perché, alcuni carcinomi papillari sono 
costituiti più da follicoli che da papille e, quindi, il problema della diagnosi 
differenziale tra le due neoplasie e tutt’altro che remoto.  
 
 
Fig.4 Istologia del carcinoma follicolare 
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Un’ampia invasione del parenchima tiroideo adiacente rende ovvia la 
diagnosi. In altri casi, tuttavia, quest’invasione può essere ristretta a 
focolai microscopici di invasione vascolare o capsulare; tali lesioni possono 
richiedere un campionamento esteso prima che sia possibile distinguerli 
dagli adenomi follicolari. In caso di invasione sia capsulare che vascolare, 
metastasi a distanza sono presenti in circa la metà dei casi. Quando il 
tumore mostra una più evidente estensione extracapsulare e franchi 
emboli neoplastici, l’indice di metastatizzazione raggiunge il 75%.  
La maggior parte dei carcinomi follicolari si presenta come un nodulo 
tiroideo che aumenta lentamente di volume, indolente. Più 
frequentemente, appaiono come noduli freddi alla scintigrafia, anche se 
raramente, le lesioni meglio differenziate possono essere iperfunzionanti, 
captare radioiodio e apparire calde. La prognosi dipende sostanzialmente 
dalle dimensioni al momento della diagnosi, dall’estensione dell’invasione 
capsulare e dei vasi ematici e fino a un certo punto dal livello di anaplasia 
della lesione. 
 
1.4.2 c  Carcinoma midollare 
A differenza delle altre forme di carcinoma tiroideo già descritte, il 
carcinoma midollare è una neoplasia neuroendocrina di derivazione dalle 
cellule parafollicolari o cellule C della tiroide. Le cellule del carcinoma 
midollare, similmente ai normali elementi C, secernono calcitonina, la 
determinazione della quale riveste un importante ruolo nella diagnosi e nel 
monitoraggio post-operatorio del paziente [20].  
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In alcuni casi, le cellule tumorali sono in grado di elaborare l’antigene 
carcinoembrionario (CEA) e altri ormoni polipeptidici, come la 
somatostatina, la serotonina e il peptide vasoattivo intestinale (VIP). 
Queste neoplasie presentano insorgenza sporadica nell’80% dei casi circa.  
I carcinomi midollari possono insorgere come noduli solitari oppure come 
noduli multipli che interessano entrambi i lobi. Il primo tipo è 
caratteristico delle forme sporadiche. I tumori familiari sono, invece, più 
spesso bilaterali e multicentrici (Fig. 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Le lesioni più ampie spesso presentano aree di necrosi ed emorragiche e 
possono infiltrare la capsula tiroidea. Alcuni di questi tumori possono 
essere costituiti da una predominanza di elementi cellulari piccoli, con 
maggior grado di anaplasia. In molti casi, sono osservabili nello stroma 
adiacente depositi acellulati di amiloide, originati dalla degenerazione di 
molecole di calcitonina. La calcitonina è facilmente dimostrabile nel 
citoplasma delle cellule tumorali mediante metodiche 
immunoistochimiche.  
Fig.5 Istologia del carcinoma midollare. 
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Nei casi familiari, a differenza di quelli sporadici, si osservano spesso 
focolai multipli di iperplasia delle cellule C nel parenchima tiroideo 
circostante. Il carcinoma midollare sporadico si presenta solitamente come 
una massa cervicale con, occasionalmente, segni di compressione 
tracheale o esofagea, quali disfagia o raucedine. Raramente può esordire 
con i segni di una sindrome paraneoplastica causata dalla secrezione 
tumorale di determinate sostanze bioattive (il peptide vasoattivo 
intestinale può indurre diarrea, per esempio). D’altra parte, nelle forme 
familiari, il carcinoma midollare è frequentemente asintomatico e spesso si 
diagnostica grazie al controllo dei livelli di calcitonina nei familiari di un 
paziente già portatore di carcinoma.  
I carcinomi midollari sporadici sono lesioni aggressive, con disseminazione 
ematogena e tasso di sopravvivenza a 5 anni di circa il 50%. Le forme 
familiari sono, al contrario, lesioni piuttosto indolenti. 
 
1.4.2 d  Carcinoma anaplastico 
I carcinomi anaplastici della tiroide sono neoplasie indifferenziate 
dell’epitelio follicolare tiroideo. In netto contrasto con le forme 
differenziate, i carcinomi anaplastici sono aggressivi, con una mortalità 
prossima al 100% [21]. Meno del 5% dei carcinomi tiroidei rientrano in 
questa categoria. Queste lesioni insorgono più spesso in individui di 
maggiore età rispetto agli altri isotipi, con una media di 65 anni.  
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Circa la metà dei pazienti presenta una storia di gozzo multinodulare, e il 
20% una di carcinoma differenziato; infine, dal 20 al 30% presenta una 
concomitante neoplasia differenziata, frequentemente papillare. Queste 
osservazioni hanno portato a ipotizzare che la forma anaplastica derivi da 
tumori meglio differenziati come risultato di una o più alterazioni 
genetiche, verosimilmente la perdita del gene oncosoppressore p53 [22]. 
Istologicamente, queste neoplasie sono costituite da elementi cellulari 
altamente anaplastici, che possono assumere tre aspetti istologici 
principali: 1) carcinomi a cellule giganti, pleomorfe; 2) carcinomi a cellule 
fusate con aspetto sarcomatoide; e 3) carcinomi a piccole cellule 
anaplastiche, simili a quelle dei carcinomi a piccole cellule di altre sedi 
(Fig.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Raramente, nell’ambito di un carcinoma anaplastico si possono osservare 
aree di carcinoma papillare o follicolare, il che suggerisce la derivazione da 
queste forme meglio differenziate.  
Fig.6 Istologia del carcinoma anaplastico 
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I carcinomi anaplastici si presentano come voluminose masse cervicali a 
rapida crescita. Nella maggior parte dei casi, al momento della diagnosi la 
neoplasia ha già oltrepassato la capsula tiroidea e invaso i tessuti 
circostanti o metastatizzato ai polmoni. Sono comuni sintomi compressivi 
e di invasione, come dispnea, disfagia, raucedine e tosse. Non esiste allo 
stato attuale una terapia efficace per queste forme e la malattia risulta 
invariabilmente fatale. 
Nonostante sia comune la metastatizzazione a sedi distanti, la morte 
sopravviene quasi sempre in meno di un anno a causa della crescita 
aggressiva e la compromissione di strutture vitali del collo [6]. 
 
 
1.5 ESAMI DIAGNOSTICI DELLA TIROIDE 
1.5.1 Ecografia della tiroide 
L'ecografia della tiroide con color-doppler è l'esame diagnostico più utile 
per determinare le caratteristiche morfologiche della tiroide e 
diagnosticare alterazioni strutturali e nodulari della ghiandola. E' un 
esame non invasivo e privo di rischi per il paziente, che può essere 
eseguito a tutte le età e ripetuto più volte anche a distanza di brevissimo 
tempo. L'ecografia della tiroide è un esame operatore dipendente, ciò 
significa che l'endocrinologo deve sempre ripetere l'ecografia quando visita 
un paziente, anche se questa è stata eseguita recentemente da un altro 
specialista. 
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Le principali informazioni che fornisce l'esame ecografico  sono: 
- le dimensioni e le caratteristiche morfologiche della tiroide 
- l'omogeneità della  sua struttura 
- la presenza di noduli, le loro caratteristiche e dimensioni 
- la presenza di linfonodi patologici 
- la posizione della trachea 
L'ecografia della tiroide è utile per: 
- quantificare le dimensioni di un gozzo 
- definire le caratteristiche di una tiroidite 
- misurare le dimensioni dei noduli e monitorarle nel tempo 
- valutare le caratteristiche dei noduli e fornire indicazioni sulla   
   necessità di eseguire l'ago-aspirato 
- identificare eventuali residui ghiandolari dopo la tiroidectomia 
- eseguire un corretto follow-up dei carcinomi della tiroide 
 
1.5.2 Scintigrafia della tiroide 
Negli studi con creazione di immagini della tiroide con l’uso di 
radioisotopi, si esamina la ghiandola con una gamma camera dopo che il 
paziente ha ricevuto un radioisotopo iodio 123, tecnezio pertecnetato, o 
iodio 131. Nella scintigrafia con radioisotopi della tiroide i noduli 
iperfunzionanti (aree di captazione eccessiva dello iodio) appaiono come 
regioni nere dette nodi caldi.  
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La presenza di zone calde rende necessario un controllo con una prova di 
soppressione con T₃ della tiroide per stabilire se le aree iperfunzionanti 
sono autonome. I noduli ipofunzionanti (aree con captazione di iodio 
scarsa o nulla) appaiono come regioni bianche o di colore grigio chiaro 
dette nodi freddi. Se c’è un nodo freddo si può fare un’ecografia per 
escludere una cisti; si può anche eseguire una biopsia con ago sottile, per 
escludere una neoplasia maligna[23]. 
 
1.5.3 Ago-aspirato della tiroide 
L’ago-aspirato della tiroide è una procedura poco invasiva e di semplice 
esecuzione, che viene eseguita con ago sottile generalmente da un medico 
specialista in Endocrinologia, il quale può anche avvalersi della sonda 
lineare abitualmente usata per l’ecografia della tiroide. Lo scopo dell’ago-
aspirato è quello di ottenere materiale adeguatamente cellulato da 
sottoporre ad esame citologico. 
L’indicazione all’esecuzione dell’ ago-aspirato viene sempre posta nei 
seguenti casi [24]: 
 Noduli tiroidei palpabili 
 Noduli tiroidei di diametro maggiore di 10-15 mm 
 Noduli tiroidei di diametro minore di 10-15 mm quando presentino 
caratteristiche sospette per malignità all’ecografia (nodulo 
ipoecogeno; margini indefiniti; assenza di alone ipoecogeno 
periferico; microcalcificazioni interne; vascolarizzazione 
intranodulare) 
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I diversi quadri citologici che si possono ottenere sono: 
 Materiale insufficiente per la diagnosi (esame da ripetere) 
 Benigno 
 Lesione follicolare di significato indeterminato (FLUS) 
 Sospetto per malignità 
 Maligno (inclusi carcinoma papillare, carcinoma midollare  e 
          carcinoma anaplastico) 
L’ago-biopsia deve essere eseguita in presenza di ogni sospetto 
diagnostico: in mani esperte costituisce oggi uno dei più importanti metodi 
diagnostici [25] per la selezione dei pazienti candidati al trattamento 
chirurgico.  
L'attendibilità diagnostica dell'esame citologico positivo è prossima al 
100% per il carcinoma papillare, per i carcinomi poco differenziati ed il 
carcinoma indifferenziato.  
Per contro il carcinoma follicolare è praticamente non diagnosticabile sulla 
scorta della citologia. La sua diagnosi viene effettuata sul preparato 
istologico. La diagnosi citologica conseguente ad una ago-biopsia, che si 
fonda sui caratteri delle cellule e non su quelle del tessuto, deve essere 
confermata dall'esame istologico sul pezzo operatorio. 
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1.6 VALUTAZIONE CLINICA 
Obiettivo della diagnosi  è di distinguere il tumore maligno da quello 
benigno (adenomi). L’esame citologico nella maggior parte dei casi non 
consente una diagnosi differenziale tra adenoma e carcinoma soprattutto 
se in fase iniziale [26]. Tale scopo diventa ancora più difficile non solo per 
la diagnosi di adenoma follicolare, carcinoma follicolare e carcinoma 
papillare a variante follicolare, ma per la presenza di più sottotipi di 
alcune varianti aggressive del tumore papillare della tiroide [27,28]. Ciò 
implica che spesso si ricorre alla tiroidectomia anche quando non 
strettamente necessaria.  
 
 
1.7 TRATTAMENTO DELLE NEOPLASIE DELLA TIROIDE 
Il trattamento delle neoplasie differenziate della tiroide consiste nella 
rimozione chirurgica. La tiroidectomia totale è generalmente considerata 
l’intervento chirurgico elettivo. 
Tuttavia, in relazione alla relativa malignità dei carcinomi differenziati, in 
particolare nei casi di piccoli carcinomi papilliferi, esistono opinioni 
discordi sulla necessità di eseguire sempre la tiroidectomia totale. 
Gli interventi proposti ed accettati per il carcinoma papillifero sono: la 
lobectomia totale con istmectomia, la tiroidectomia subtotale e la 
tiroidectomia totale. Tutti questi interventi sono efficaci e consentono una 
sopravvivenza, oltre i 10 anni, dell’80% dei casi.  
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La tiroidectomia totale deve essere comunque considerata l’intervento 
d’elezione nei casi di carcinoma follicolare, midollare e nei papilliferi con 
dimensioni superiori a 1,5 cm. L’intervento, che deve comunque essere 
eseguito con massima meticolosità, conservando le paratiroidi e 
rispettando i nervi ricorrenti, è giustificato dalla frequenza di tumori 
multifocali e dalla incidenza del 7% di recidive nel lobo controlaterale 
quando esso viene risparmiato. 
La tiroidectomia totale consente, inoltre, una più precisa valutazione della 
scintigrafia corporea totale con radioiodio nel successivo monitoraggio dei 
pazienti operati. Nei pazienti tiroidectomizzati, una scintigrafia corporea 
totale con radioiodio viene eseguita alcune settimane dopo l’intervento, per 
mettere in evidenza l’eventuale presenza di residui di tessuto tiroideo o di 
metastasi. Se sono presenti residui tiroidei o metastasi iodiocaptanti, si 
somministra ¹³¹I in dosi terapeutiche e si inizia successivamente la terapia 
ormonale sostitutiva. A tutti i pazienti tiroidectomizzati è necessario 
somministrare ormoni tiroidei; scopo della terapia è non solo di mantenere 
uno stato di eutiroidismo, ma anche di prevenire la comparsa di recidive 
neoplastiche [29]. 
 
 
1.8 MARKERS TUMORALI 
Da molti anni si avverte la necessità di identificare nei liquidi biologici di 
portatori di forme neoplastiche composti che possano costituire degli 
indicatori della loro presenza nell’organismo.  
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Questi composti dovrebbero consentire una diagnosi precoce, prima che 
siano resi evidenti i segni clinici della malattia e, di conseguenza, 
permettere un intervento terapeutico tempestivo, elemento essenziale ai 
fini di un successo dell’intervento stesso. Tali sostanze sono indicate con il 
termine di markers tumorali. 
Un marker tumorale, per essere definito ideale, dovrebbe perciò possedere 
diversi requisiti e precisamente: 
 Avere un’alta sensibilità, vale a dire presentare valori patologici nella 
         gran maggioranza dei soggetti affetti da neoplasia e quindi non 
         fornire risultati falsi negativi, cioè valori normali in soggetti affetti da 
         tumore; 
 Avere un’alta specificità, vale a dire risultare normale in soggetti non 
affetti da neoplasia, sia sani che affetti da forme morbose non 
neoplastiche: deve quindi fornire un minimo numero di risultati falsi 
positivi, cioè di valori patologici in soggetti non affetti da neoplasia; 
 Trovarsi nei liquidi biologici in quantità sufficiente da poter essere 
determinato con metodi relativamente semplici e poco costosi tali da 
poter essere adatti per un’indagine di massa; 
 Avere una concentrazione nei liquidi biologici correlata con il volume 
della massa neoplastica; 
 Essere selettivo per un determinato tipo di tumore in modo da 
consentire una diagnosi specifica e non generica di neoplasia [30]. 
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È bene sottolineare che, al momento attuale, non esiste alcun marcatore 
tumorale assoluto, ovvero nessuna sostanza che abbia sia la proprietà di 
essere esclusivamente presente e misurabile in una determinata 
neoplasia, sia di essere assente in condizioni di normalità o in corso di 
patologie non neoplastiche; questo perché le cellule tumorali sono molto 
simili alle cellule normali nella produzione di una o più sostanze esclusive 
di quella condizione.  
La principale differenza è dovuta al forte aumento dell’attività metabolica e 
al relativo rilascio in circolo di elevate quantità di sostanze da parte delle 
cellule tumorali rispetto alle cellule in condizioni normali. 
L’utilità dei marcatori oncologici come spia della presenza di una 
neoplasia si basa, quindi, su un criterio quantitativo e sulla 
determinazione di un livello soglia (cut-off) al di sopra del quale si ritrova 
la maggior parte dei pazienti affetti da neoplasia maligna. Infatti, quanto 
più elevato è il livello di un marcatore, tanto maggiore è la probabilità che 
il paziente abbia un tumore [31]. 
 
 
1.9 PROTEOMICA 
Il termine proteomica fu coniato nel 1995 e deﬁnisce la caratterizzazione 
su larga scala di tutte le proteine di una linea cellulare, un tessuto o un 
organismo [32,33,34]; il proteoma infatti corrisponde all’insieme di tutte le 
proteine espresse da un genoma.  
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Lo scopo della proteomica è quello di ottenere una visione globale ed 
integrata di tutte le proteine che costituiscono la cellula, oltre al loro 
studio individuale [35].  Sono le proteine, e non i geni, gli effettori delle 
funzioni cellulari, per cui solo con lo studio del genoma sarebbe 
impossibile avere informazioni sui vari meccanismi patologici, identiﬁcare 
i target dei farmaci e studiare le modifiche post-traduzionali delle proteine 
[36,37]; l’importanza dello studio del proteoma, rispetto a quello relativo al 
genoma, è rappresentato soprattutto proprio dalla possibilità di studiare le 
modiﬁche post-traduzionali che si riﬂettono sulla funzionalità della 
proteina [38,39]. Il proteoma è infatti un’entità dinamica poiché cellule di 
uno stesso organo esprimono proteine differenti ed anche lo stesso tipo di 
cellule in condizioni diverse (età, malattia, ambiente) può esprimere 
proteine diverse [40].  
Sulla base di considerazioni metodologiche, si distinguono tre aree 
principali in questo ambito di studio: 
 La proteomica funzionale, che permette la caratterizzazione 
dell’attività, delle interazioni e delle modiﬁche post-traduzionali delle 
proteine, allo scopo di descrivere i meccanismi cellulari a livello 
molecolare.  
 La proteomica strutturale, che studia l’arrangiamento fisico degli 
amminoacidi in una proteina e che sfrutta tecnologie come la 
cristallografia a raggi X e la spettroscopia NMR.  
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 La proteomica d’espressione, che si concentra su modelli 
d’espressione proteica e sulle modifiche in caso di salute o patologia. 
Questo ramo è esploso con l’avvento delle nuove tecnologie ad alta 
velocità per la separazione proteica, la quantificazione e 
l’identificazione [41].  
Generalmente uno studio proteomico è composto dalle seguenti fasi:  
I fase: scelta e preparazione del campione.  
II fase: separazione delle proteine; una delle tecniche più utilizzate è 
l’elettroforesi bidimensionale.  
III fase: identiﬁcazione delle proteine tramite l’uso della spettrometria di 
massa; le proteine identiﬁcate vengono poi confrontate con quelle già 
presenti nel database, che contiene le proteine codiﬁcate dal genoma.   
La principale tecnologia utilizzata per l’identificazione proteica è la 
spettrometria di massa (MS), accoppiata a metodi di separazione delle 
proteine [42].    
Lo sviluppo di nuove tecniche di spettrometria di massa e la disponibilità 
di sequenze genomiche ha determinato negli ultimi anni un crescente 
interesse da parte del mondo scientifico verso la proteomica, che 
costituisce ad oggi un moderno mezzo nella scoperta di farmaci, per la 
determinazione di processi biochimici implicati nelle malattie, per 
monitorare processi cellulari, per ricercare differenze tra fluidi biologici o 
cellule di soggetti sani e malati e, soprattutto, per identificare markers di 
una patologia.  
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Questi composti costituiscono degli indicatori della presenza della malattia 
nell’organismo e possono consentire, pertanto, una diagnosi tempestiva 
che permette di massimizzare le possibilità di successo di eventuali 
trattamenti terapeutici [41]. Data l’utilità diagnostica dei biomarkers, è 
fondamentale che questi siano in grado di classificare correttamente i vari 
pazienti. L’utilità di un biomarker è valutata mediante due parametri: 
sensibilità e specificità. La sensibilità valuta la frazione di positivi effettivi 
che sono correttamente identificati, mentre la specificità la frazione di 
negativi correttamente identificati. Il biomarker ideale avrebbe 100% di 
sensibilità e di specificità, ma questa è una situazione impossibile da 
raggiungere a causa delle varie differenze individuali a livello genetico, 
ambientale, per concomitanza di altre patologie, ecc… [41] 
 
 
1.10 FLUIDI BIOLOGICI 
I fluidi biologici, come sangue, urina, saliva, sudore e lacrime contengono 
proteine che costituiscono un’importante finestra sui processi biologici e 
funzionali dell’organismo.  
Alcuni di questi, come sangue, urine e fluido cerebrospinale hanno trovato 
importanti applicazioni cliniche, per il monitoraggio della salute e per la 
diagnosi di patologie [43]. Le matrici biologiche utilizzate dipendono dallo 
scopo dell’analisi, dalla legislazione e dalla disponibilità; la scelta della 
matrice influenza la significatività del dato analitico dal momento che 
ciascuna riflette una finestra temporale caratteristica [44].  
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Le più comuni procedure diagnostiche di laboratorio prevedono l’analisi 
dei costituenti cellulari e chimici del sangue, ma altri fluidi biologici 
possono essere utilizzati e tra questi anche la saliva, che offre diversi 
vantaggi [45].  
Nel corso degli anni, l’uso del fluido orale (saliva) come campione biologico 
alternativo e complementare al sangue in vari campi della scienza e della 
medicina in generale, è incrementato notevolmente grazie alle sue 
peculiari caratteristiche [46]. In particolare è stato usato in ambito 
pediatrico per le indagini di paternità, in tossicologia nella determinazione 
di droghe d’abuso, per il monitoraggio terapeutico dei farmaci, o per scopi 
diagnostici [47-49].  
Con il termine “fluido orale” si indica un campione biologico complesso, 
raccolto nella cavità orale e contenente non solo la secrezione ghiandolare 
(il fluido acquoso ghiandolare con basso contenuto di proteine, meglio 
noto come “saliva”) ma anche batteri, cellule epiteliali di rilascio, fluido 
gengivale, residui di cibo e altro particolato [50].  
L’uso di questa matrice consente un campionamento non invasivo e privo 
dei rischi di infezione che si corrono con il campione ematico. La minore 
complessità della matrice rispetto al sangue semplifica le procedure 
analitiche, riduce i costi ed il rischio biologico [50].  
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1.10.1 La saliva 
La saliva è il fluido biologico che bagna la cavità orale; essa contiene 
numerosi componenti salivari (secrezioni delle ghiandole salivari: 
ghiandole paratiroidi, sottomandibolari, sublinguali e salivari minori) e 
non salivari (come il fluido crevicolare gengivale, secrezioni nasali e 
bronchiali, sangue derivante da ferite, microrganismi e residui di cibo 
presenti nella cavità orale). È composta principalmente da acqua (circa il 
99%), oltre che da peptidi, proteine (tra cui enzimi), lipidi, zuccheri, 
elettroliti. La saliva svolge ruoli fondamentali nella cavità orale, tra cui 
lubrificazione, idratazione, protezione da microrganismi, protezione dei 
denti dalla demineralizzazione, favorendo la mineralizzazione, digestione 
(contiene enzimi digestivi, in particolare l’amilasi salivare), mantenimento 
dell’omeostasi della cavità orale, mediante tamponi fosfato e carbonato, ed 
aiuta nella masticazione e nella parola [43]. Esistono vari vantaggi offerti 
dalla saliva se utilizzata come matrice biologica per procedure 
diagnostiche:  
 può essere raccolta in modo non invasivo da personale con 
preparazione limitata e senza particolari attrezzature;  
 la raccolta del materiale comporta meno problemi se comparata col 
prelievo di sangue in pazienti non collaboranti (bambini, anziani, 
insufficienti mentali);  
 può fornire un approccio poco costoso per lo screening di grandi 
popolazioni.  
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Quest’ultimo aspetto non è di minore importanza: il rapporto beneficio–
costo deve essere considerato necessariamente nell’ottica di una routine a 
livello di diagnosi e di monitoraggio di un trattamento, quando occorre fare 
i conti con un bilancio ed una programmazione di spesa. Le scelte 
diagnostiche comunque non possono essere effettuate con l’unico criterio 
del costo, ma con opportune considerazioni tecniche come la validità del 
test, i vantaggi di utilizzo e l’affidabilità. La raccolta di saliva direttamente 
dalle ghiandole che la producono può essere utile per individuare 
patologie specifiche delle ghiandole stesse, ma è la saliva presente nel cavo 
orale che viene più frequentemente utilizzata per la diagnosi di malattie 
sistemiche, poiché contiene alcuni costituenti del siero che possono 
raggiungere le ghiandole salivari attraverso una via intracellulare 
(diffusione passiva) o attraverso una via extracellulare (ultrafiltrazione 
attraverso le giunzioni strette tra le cellule) [45]. I componenti del siero 
possono poi raggiungere la saliva anche attraverso il flusso del fluido 
gengivale. Certamente i livelli di certi costituenti serici nella saliva non 
sono sempre un riflesso dei livelli di questi nel siero, ma c’è un crescente 
interesse nell’uso della saliva per scopi diagnostici, soprattutto nel caso di 
malattie sistemiche (ereditarie, autoimmuni, infettive) e malattie virali, ma 
anche per monitorare i livelli di farmaci, sostanze d’abuso ed ormoni. Un 
buon approccio nello studio della saliva è l’identificazione delle sue 
componenti proteiche tramite analisi proteomica.  
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In particolare, un confronto tra pazienti sani e malati può rilevare unici o 
incrementati livelli di proteine specifiche che possono essere usati come 
biomarkers. Si può, con tale approccio, fornire anche informazioni 
riguardo variazioni semiquantitative sui livelli specifici di ciascuna 
proteina e rilevare la presenza di isoforme dovute a modificazioni post-
traduzionali come fosforilazioni e glicosilazioni [45].  
 
 
1.11 IMMUNOCHIMICA 
L’immunologia è lo studio della risposta immunitaria, cioè del processo 
tramite il quale un animale si difende dall’invasione di organismi estranei. 
Le risposte immunitarie possono essere distinte in due gruppi:  
1)      immunitaria umorale (mediata da anticorpi);  
2)      immunitaria cellulare (mediata da cellule).  
Entrambi i tipi di risposta coinvolgono cellule del sistema reticolo-
linfocitario. Le tecniche immunochimiche impiegano gli anticorpi che 
partecipano all’immunità umorale e sfruttano la specificità delle reazioni 
antigene-anticorpo. 
L’antigene è una qualsiasi sostanza capace, dopo essere penetrata nei 
tessuti di un vertebrato superiore, di indurre una specifica risposta di 
difesa immunitaria.  
Le proprietà importanti dal punto di vista immunochimico sono  
immunogenicità e  antigenicità.  
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L’immunogenicità è la capacità di indurre una risposta immunitaria e/o 
cellulare, mentre l’antigenicità è la capacità di reagire in maniera specifica 
con prodotti finali delle risposte immuni (anticorpi e/o recettori di 
membrana). In particolare tutti gli antigeni si legano agli anticorpi 
utilizzando piccole zone superficiali dette determinante antigenico o 
epitopi. 
Gli anticorpi sono proteine che vengono prodotte dai linfociti B. Esistono 
cinque classi di anticorpi che appartengono alla categoria delle molecole 
proteiche dette "Immunoglobuline". La loro produzione, da parte delle 
cellule plasmatiche, è provocata dall’introduzione nell’organismo di una 
sostanza estranea o antigene (Ag) avente determinate caratteristiche fisico-
chimiche, che, riconosciuta poi per queste particolarità dai siti di 
combinazione dell’anticorpo, viene da questo legata, neutralizzata e quindi 
eliminata.  
Essi hanno una struttura fondamentale (Fig. 7) composta da quattro 
catene polipeptidiche: due catene leggere identiche (a basso peso 
molecolare, Fab - Fragment antigen binding) e due pesanti (ad alto peso 
molecolare, Fc - Fragment crystallisable,). Agli estremi delle catene c'è o 
un gruppo carbossil-terminale COO- o il gruppo ammino-terminale NH4+ 
che ha il compito di legarsi all'antigene specifico.  
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Fig. 7 Struttura fondamentale anticorpo 
 
Interazione antigene-anticorpo 
L’unione che si instaura tra un antigene ed il corrispondente anticorpo 
porta alla formazione di quello che viene definito IMMUNOCOMPLESSO 
(Fig. 8). Tale unione è altamente specifica ed è regolata da forze di tipo 
chimico-fisico (legami di natura non covalente) che agiscono tra i 
determinanti dell’antigene e dell’anticorpo.  
 
Fig. 8 Struttura immunocomplesso 
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La formazione degli immunocomplessi determina una serie di eventi 
effettori finalizzati alla definitiva distruzione o neutralizzazione 
dell’antigene.                                                   
 
Produzione degli anticorpi 
 Immunizzazione di animali (topi e/o conigli), previa coniugazione 
degli antigeni con molecole ad alto peso molecolare per incrementare 
la risposta immunogienica  
 Stima dell’effettiva presenza e determinazione del titolo e dell’affinità 
degli anticorpi prodotti mediante saggio ELISA spettrofotometrico 
 Purificazione e caratterizzazione degli anticorpi 
 La specificità del sito di legame con l’antigene di ciascuna 
immunoglobulina dipende dalla variazione di alcuni residui 
amminoacidi nella porzione N-terminale di ciascuna catena (regione 
variabile) e spiega l’unicità di ciascun anticorpo specifico.  
 
1.11.1 Tecniche Immunoenzimatiche 
La specificità delle reazioni antigene-anticorpo e la sensibilità di 
“marcatori” (isotopi, sostanze fluorescenti, radicali liberi, enzimi) possono 
essere combinate insieme per compiere un “dosaggio immunologico”, 
ossia quantificare con precisione una sostanza antigenica.  
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La tecnica più usata è il dosaggio radioimmunologico (RIA), in cui il 
tracciante è costituito da un isotopo. 
Vantaggi: 
 elevata sensibilità, della facilità con cui si ottengono le marcature     
isotopiche 
 invariabilità delle cinetiche di reazione a seguito della marcatura 
stessa. 
Svantaggi: 
 alti costi dei reattivi e delle apparecchiature, 
 deperibilità, pericolosità e difficoltà di smaltimento dei composti 
radioattivi, 
 necessità di personale specializzato. 
Quando il tracciante è costituito da un enzima, si parla di dosaggi 
immunoenzimatici (EIA).  
In questo caso non viene misurato direttamente il marcatore, ma la sua 
attività nei confronti di un suo substrato specifico (ovvero la quantità di 
prodotto formato). È da tener presente che l’attività enzimatica, come pure 
l’affinità fra Ab e Ag, può variare a seguito della coniugazione fra enzima e 
anticorpo (o antigene). 
Vantaggi:  
 minor costo 
 assenza di rischi derivati dall’esposizione a radiazioni 
 maggior praticità e versatilità 
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Gli ultimi quarant’anni hanno visto la proliferazione di un gran numero di 
metodi immunoenzimatici da utilizzare in laboratorio per rilevare la 
presenza di specifici anticorpi o antigeni nei tessuti o nelle cellule, al fine 
di diagnosticare vari tipi di malattie latenti o in atto nell’organismo. Tali 
metodi sono entrati in competizione con le più tradizionali tecniche 
radioimmunologiche (RIA Radio-Immuno Assay) nel momento in cui è 
stato possibile ampliare il numero delle sostanze rilevabili. Pertanto ne 
hanno migliorato la sensibilità nella rilevazione di modeste quantità di 
antigeni ed anticorpi e sono risultate più economiche e di semplice utilizzo 
nella pratica clinica. Allo stato attuale le metodiche immunoenzimatiche 
fanno parte del lavoro di routine dei tecnici di laboratorio, grazie anche 
all’elevato livello di precisione diagnostica conferito dalla specificità e 
riproducibilità dei test con anticorpi monoclonali, standardizzati in 
tecniche spesso conosciute con il nome dell’acronimo che le descrive: 
ELISA (EnzymeLinked ImmunoSorbent Assay) e IFA (ImmunoFluorescence 
Assay). I kit che consentono l’effettuazione di tali tecniche sono diffusi ed 
economici e la realizzazione delle stesse si presta molto bene 
all’automazione completa o parziale. Tale processo di automazione ha 
raggiunto ottimi livelli negli ultimi anni garantendo, come facilmente 
immaginabile, grandi vantaggi in termini di economicità e di ripetibilità 
dell’analisi, nonché l’abbassamento del livello di professionalità richiesto 
all’operatore umano che ora è analogo a quello degli altri sistemi di 
chimica clinica.   
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A livello clinico le metodiche immunoenzimatiche trovano applicazione in 
numerosi ambiti, tra cui la diagnosi di patologie autoimmuni, stati 
trombofilici e la determinazione di infezioni latenti o in atto.  
Anche la diagnosi di sieropositività per l’HIV viene effettuata mediante una 
metodologia ELISA sul siero che ricerca gli anticorpi antivirus prodotti 
dall'individuo. In caso di positività per il test ELISA, si effettuano test di 
conferma più accurati (es. Western blot)  per avere la certezza della 
diagnosi.  L’ambito clinico non è, tuttavia, l’unico nel quale sono state 
utilizzate tali tecniche; già dagli anni ’80 la tecnica ELISA è stata utilizzata 
in relazione a fenomeni di contaminazione ambientale da parte di 
pesticidi, prodotti chimici industriali, prodotti derivati dal petrolio, nonché 
PCB (Bifenili policlorurati utilizzati negli oli per i trasformatori), PCP 
(Policlorofenoli) e la diossina.  
 
1.11.2 Il metodo ELISA   
Il metodo ELISA comprende una famiglia di tecniche molto sensibili di 
laboratorio utilizzate per rilevare la presenza di antigeni o anticorpi in 
un’ampia varietà di campioni biologici (ma soprattutto siero o plasma). 
Tali prove sono state formalizzate da Van Weemen e Schuurs nel 1971, ai 
quali è attribuita la paternità della tecnica insieme a Egvall e Perlmann. 
Questi studiosi combinarono per primi l’uso di antigeni su una fase solida 
con anticorpi marcati con enzimi e, viceversa, di anticorpi con antigeni 
coniugati (marcati con enzima) creando così metodologie di analisi con la 
sensibilità e la specificità tipiche delle tecniche radioimmunologiche.  
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Le peculiarità dell’ELISA sono la sicurezza dei reagenti utilizzati, la loro 
elevata stabilità a confezionamento integro  e la possibilità di 
automatizzare le procedure con metodiche sofisticate.  
I campi di applicazione sono vastissimi: teoricamente queste metodiche 
possono adattarsi a qualunque sostanza per la quale si riesca  ad ottenere 
la formazione di antigeni o anticorpi specifici con cui riconoscere l’analita 
cercato. Come in tutte le analisi immunologiche, il tipo di 
anticorpo/antigene è un fattore che influenza fortemente. Il saggio ELISA 
prevede l’uso di un enzima coniugato ad uno dei biocomponenti utilizzati 
nel test, successivamente l’addizione di un substrato e la sua 
trasformazione in un prodotto colorato, permetterà di quantificare il 
reagente legato indirettamente all’enzima tramite lettura con un 
opportuno spettrofotometro, e quindi, di risalire alla stima dell’analita in 
esame.  
Il saggio può essere competitivo o non competitivo: 
Saggio competitivo: saggio immunochimico basato sulla competizione tra 
analita e tracciante (Sostanza, quale antigene, anticorpo o aptene resa 
direttamente rivelabile mediante l’introduzione di un opportuno 
marcatore) per l’occupazione di un numero limitato di siti leganti 
anticorpali: consiste in pratica nella misura dei siti non occupati 
dall’analita. Il test competitivo è quali-quantitativo. 
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Saggio competitivo diretto: uso del coniugato Antigene-Enzima 
(Fig.9)  
Nel test diretto viene determinata la presenza dell’antigene. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 Saggio ELISA competitivo diretto con antigene coniugato con l’enzima 
                   
Una quantità fissa di antigene marcato e diluizioni decrescenti di antigene 
libero (come standard o nel campione) vengono messe a reagire insieme 
nei confronti di un anticorpo in difetto. In questo modo, l’antigene marcato 
e libero si troveranno a competere per un numero limitato di siti 
anticorpali. Dopo aver lavato il complesso, si aggiunge il substrato per 
l’enzima e si misura l’attività enzimatica spettrofotometricamente, 
fluorimetricamente o mediante chemioluminescenza. La concentrazione 
del prodotto enzimatico misurata risulterà inversamente proporzionale alla 
concentrazione dell’analita.  
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Saggio competitivo diretto uso del coniugato Anticorpo-Enzima 
(Fig.10)  
 
 
 
 
 
 
Fig.10 Saggio ELISA competitivo diretto con del coniugato anticorpo-enzima 
                   
Questo tipo di saggio competitivo coinvolge l’uso del coniugato anticorpo-
enzima, con l’antigene immobilizzato sulla fase solida.  
La reazione di competizione avviene fra l’antigene immobilizzato e quello 
libero in soluzione come standard o proveniente dal campione, nei 
confronti dell’anticorpo marcato presente in concentrazione fissa e in 
difetto.  
La misura del prodotto della reazione enzimatica sarà indirettamente 
proporzionale alla concentrazione di antigene presente nel campione. 
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Saggio competitivo indiretto uso di un anticorpo secondario (Fig.11) 
Nel test indiretto si rileva la presenza di anticorpi verso un antigene. 
 
  
 
 
 
 
Fig.11 Saggio ELISA competitivo indiretto 
 
La procedura implica l’uso di un anticorpo secondario marcato, in grado 
di riconoscere la regione costante dell’anticorpo primario, 
precedentemente incubato su fase solida. La reazione di competizione 
avviene fra l’antigene immobilizzato e quello libero in soluzione come 
standard o proveniente dal campione, nei confronti dell’anticorpo presente 
in concentrazione fissa. La misura del prodotto enzimatico sarà 
direttamente proporzionale nel caso della misura del titolo dell’anticorpo 
da determinare, mentre inversamente proporzionale per l’analita. 
 
Saggio non competitivo  
Il test ELISA non competitivo è qualitativo e semi-quantitativo e può 
essere, come visto per il competitivo sia di tipo diretto (semplice e a 
sandwich) che indiretto. 
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Saggio ELISA diretto semplice 
Nel metodo semplice l’antigene è assorbito sulla placca e rilevato con un 
anticorpo marcato da un enzima. 
 
Saggio ELISA a sandwich (Fig.12) 
Questa metodica può essere utilizzata esclusivamente quando l’analita 
possiede almeno due determinanti antigenici.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12 Saggio ELISA a sandwich 
 
Un eccesso di anticorpo verso il primo sito antigenico viene immobilizzato 
sulla fase solida e incubato con diluizioni successive di antigene presente 
nel campione o in soluzioni standard.  
Dopo il lavaggio, il complesso Ag-Ab immobilizzato viene incubato con una 
concentrazione fissa di anticorpo marcato che andrà a legarsi al secondo 
sito antigenico dell’immunocomplesso. La misura del prodotto della 
reazione enzimatica risulterà direttamente proporzionale alla 
concentrazione dell’antigene da stimare. 
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Fattori che influenzano la scelta del metodo  
 Le tecniche ELISA non competitive offrono una maggiore sensibilità 
rispetto alle competitive.  
 La rilevabilità finale di un’analisi competitiva è limitata dalla 
costante di affinità dell’anticorpo usato.  
 La sensibilità finale dei saggi non competitivi è determinata dal 
binding non specifico degli immunoreagenti marcati.  
 Nei saggi competitivi diretti, dipende dal grado di purezza e dalla 
stabilità degli immunoreagenti, Ag o Ab, marcati con l’enzima.  
 Quando si lavora con campioni reali (sieri, urine, tessuti, ecc), 
possono essere presenti proteine in grado di modificare i traccianti 
enzimatici (proteasi), oppure  di inibirne l’attività.  
 L’uso dell’anticorpo secondario consente un’amplificazione della 
risposta del saggio, poiché quando si lavora con il solo anticorpo 
primario la sensibilità dell’analisi è fortemente influenzata 
dall’affinità del sistema Ag-Ab-E.  
Fattori che influenzano la sensibilità 
 concentrazione dell’analita,  
 sensibilità del sistema di rivelazione,  
 affinità dell’anticorpo da usare,  
 tempo di incubazione  
 tempo di sviluppo del prodotto enzimatico,  
 precisione del saggio 
 volumi impiegati. 
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Sensibilità (analitica): capacità di un metodo di distinguere piccole 
variazioni di concentrazione di analita. Nella terminologia abituale 
immunochimica: capacità di un metodo di distinguere da zero piccole 
concentrazioni di analita, inversamente correlata al limite di rivelazione o 
di misura, o alla minima concentrazione misurabile (rivelabilità). 
Specificità (analitica): capacità di un metodo di determinare 
esclusivamente l’analita; assenza di reattività nei confronti di sostanze 
interferenti  
 
Scelta dell’enzima 
L’enzima da utilizzare in un saggio ELISA deve possedere i seguenti 
requisiti: 
 deve essere stabile in un intervallo di temperatura compreso fra 25 e 
37° C, con un tempo di vita di almeno sei mesi a 4° C  
 deve essere disponibile commercialmente e ad un prezzo 
ragionevole  
 la sua attività deve essere facilmente misurata con opportuni test 
(colorimetrici, fluorimetrici, ecc.) 
 deve essere facilmente dosabile e possedere un alto numero di turn-
over e inoltre il suo prodotto di reazione deve avere un alto 
coefficiente di estinzione molare 
 non deve risentire degli effetti negativi della matrice in cui 
eventualmente è svolto il saggio  
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Gli enzimi normalmente più usati sono la perossidasi da rafano, la 
fosfatasi alcalina da intestino di vitello, la -D-galattosidasi da Escherichia 
coli, l’acetilcolinesterasi da Electrophorus electricus.  
 
Studio dei parametri di un immunodosaggio  
a) Coating:  
 concentrazione dell’Ag (o Ab) 
 pH 
 tempo di incubazione 
 temperatura 
b) Bloccaggio:  
 natura del bloccante 
 tampone 
 tempo di incubazione e temperatura  
 
c) Competizione:  
 modalità  
 tempo di incubazione e temperatura 
d) Lavaggio:  
 uso di tensioattivi 
 modalità 
 tempo 
e) Substrato delle reazioni enzimatiche e tempo di reazione 
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CAPITOLO 2-SCOPO DELLA TESI 
 
In un precedente lavoro del nostro laboratorio [51] è stata effettuata, su 
ago-aspirato (FNA) tiroideo pre-chirurgico, la validazione di proteine di cui 
si era trovato un aumento di espressione nel tumore tiroideo con una 
analisi proteomica effettuata su ago-aspirato post-chirurgico [52]. Il saggio 
ELISA era stato effettuato per le seguenti proteine: ferritin light chain 
(FLC), ferritin heavy chain (FHC), moesin, lattato deidrogenasi (LDHB) e 
cornulin. Per l’annexin A1 (ANXA1) la validazione è stata invece fatta 
tramite western blot, utilizzando un anticorpo specifico per l’ANXA1 che 
non cross-reagiva con altre isoforme di annexin. 
Per i saggi ELISA sono stati utilizzati i campioni di ago-aspirato tiroideo di 
cui era nota l’istologia ed hanno confermato l’aumento di intensità nel 
tumore rispetto al sano della LDHB e della moesin. 
Infine, il western blot ci ha confermato l’aumento di espressione nel 
tumore dell’ANXA1 anche rivelando la sua assenza nei controlli benigni. 
L’ANXA1 rispetto alle altre proteine, mostrava inoltre migliori 
caratteristiche di sensibilità e specificità. Pertanto, sulla base di questi 
risultati, in cui l’ANXA1 sembrava essere un candidato biomarker utile per 
la diagnosi di tumori tiroidei, questo lavoro di tesi si pone l’obiettivo di 
dimostrare il possibile utilizzo di un kit ELISA per la determinazione 
dell’ANXA1 in fluidi biologici, allo scopo di diagnosticare i tumori tiroidei.  
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In particolare è stato utilizzato un kit ELISA messo a punto nel nostro 
laboratorio, ed il cui brevetto è stato depositato, per identificare l’ANXA1 
sia nell’ago-aspirato tiroideo, che in fluidi biologici più semplici da 
raccogliere nella routine, quali la saliva e il siero. 
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CAPITOLO 3-MATERIALI E METODI            
3.1 MATERIALI E STRUMENTAZIONE 
L’acqua milliQ (mQ), di grado analitico, è stata filtrata mediante 
l’apparecchio MilliQ (PS Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, 
England) 
BSA (Albumina da siero bovino) Sigma  
BSA al 2% in acqua mQ 
Kit commerciale BIORAD per dosaggio proteico DC/BIORAD (reagente A, 
reagente S e reagente B) 
TWEEN 20 (APPLICHEM) 
BSA al 3% in PBS-TWEEN 20(0.05%)  
NaH2PO4 * 2 H2O (APPLICHEM)   
NaCl (APPLICHEM) 
Urea 10 M (APPLICHEM) 
CHAPS (APPLICHEM) 
PBS pH 7.1:  NaH2PO4 * 2 H2O  20mM/ NaCl 0.9%/ H2O  mQ fino al 
volume di 500ml. Il pH viene corretto con NaOH 10 N  
PBS-TWEEN 20(0.05%) 
Detergente: Urea 10 M/CHAPS 4%/ H2O mQ fino a volume desiderato 
mAb Rabbit, Annexin A1 (Cell Signaling Technology) coating ELISA  
Ab 1° (anticorpo 1°) ANXA1, mouse (Abcam) 
Ab 2°: anti-Ab 1° legato all’enzima, anti-mouse (Perkin-Elmer) 
Standard (STD) ANXA1 (USCN) 
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Kit commerciale (Cell Signaling Thecnology) per sviluppo saggio ELISA 
(soluzione di sviluppo TMB substrate e soluzione di stop) 
Na2CO3 (J.T.BAKER) 
NaHCO3 (J.T.BAKER) 
Tampone Na2CO3/NaHCO3 pH 9.7: Na2CO3 25mM /NaHCO3 25mM/ H2O  
mQ fino al volume di 50ml. Il pH viene corretto con HCl 4-5 N 
Piastre vergini per ELISA (THERMO SCIENTIFIC NUNC) 
Spettrofotometro (PERKIN ELMER PRECISELY Lambda 25 UV/VIS) 
Strumento incubazione piastra ELISA (THERMO-SHAKER PST-60HL 
BIOSAN) 
Strumento lettura ELISA (Wallac Victor2 1420, PERKIN ELMER) 
Centrifuga alta velocità (SIGMA) 
Centrifuga bassa velocità (BECKMAN GPR CENTRIFUGE) 
 
3.2  PAZIENTI 
I pazienti, tutti con nodulo alla tiroide, sono stati reclutati dal 
Dipartimento di Endocrinologia dell’Università di Pisa. Sono stati raccolti 
112 campioni di saliva, 100 di ago-aspirato e 90 di siero. Per ogni paziente 
è stato effettuato un esame citologico sull’ago-aspirato permettendo la 
suddivisione dei pazienti in classi: 
 lesione microfollicolare 
 benigno 
 sospetto carcinoma papillare 
 carcinoma papillare 
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L’analisi istologica, avvenuta successivamente all’intervento chirurgico dei 
noduli, ha consentito una ulteriore suddivisione dei campioni micro- 
follicolari in maligni e benigni. Per l’inclusione nello studio tutti i pazienti 
reclutati hanno dato il consenso informato. 
 
 
3.3 RACCOLTA E PREPARAZIONE CAMPIONI 
3.3.1 Saliva 
Sono stati raccolti 112 campioni di saliva. La composizione proteica della 
saliva varia secondo il ritmo circadiano, occorre quindi standardizzare la 
raccolta. Viene infatti prelevata con un tampone al mattino a digiuno; il 
paziente non deve aver né mangiato né bevuto dalla sera precedente. Al 
paziente viene richiesto di masticare delicatamente un tampone per 2 
minuti, successivamente la saliva viene ottenuta dal tampone per 
centrifugazione a 2400 rpm per 2 minuti e raccolta in eppendorf.  
Quindi si centrifuga a 13700 rpm per 20 minuti alla temperatura di 4°C 
per rimuovere materiale insolubile e cellule; il pellet viene eliminato e il 
sovranatante raccolto in nuove eppendorf. Su ogni campione viene 
effettuato un dosaggio proteico (DC protein assay; Bio-Rad) e quindi 
conservato a -80°C.  
DOSAGGIO PROTEICO DC/BIORAD 
Il dosaggio proteico DC è un saggio colorimetrico per la quantificazione 
delle proteine basato come principio sul saggio del Lowry, che a sua volta 
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si basa sulla colorazione blu con un massimo di assorbimento intorno a 
750nm, ottenuta per una combinazione della reazione del Biureto con la 
riduzione del reattivo fosfomolibdico-fosfotungstico per i fenoli, il reattivo 
di Folin-Ciocalteu.  
Nel nostro caso la proteina standard albumina bovina, è risospesa in 
acqua milliQ. Vengono preparate cinque concentrazioni (con un volume di 
20µl) di proteina standard (0.3-0.6-1.2-1.8-2.0µg/µl) che abbracciano 
l’intervallo di sensibilità del metodo (Tab.1). 
 
 Acqua mQ BSA Concentrazione  µg BSA 
Bianco 20µl - 0µg/µl 0 µg 
1 17µl 3µl 0.3µg/µl 6 µg 
2 14µl 6µl 0.6µg/µl 12 µg 
3 8µl 12µl 1.2µg/µl 24 µg 
4 2µl 18µl 1.8µg/µl 36 µg 
5 - 20µl 2.0µg/µl 40 µg 
 
Tab.1  Diluizioni della BSA per la retta di taratura 
 
Per il dosaggio proteico dei campioni incogniti si procede con una 
diluizione 1:4 dello stesso con acqua mQ per ottenere un volume finale di 
20µl. Sia gli standars che i campioni sono preparati in doppio.   
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Agli standars ed ai campioni così preparati sono aggiunti 100l di 
soluzione A* (ottenuta miscelando il reagente S e il reagente A in rapporto 
1/50), agitati su vortex, e incubati 1 minuto.  
Quindi vengono addizionati 800l di reagente B, agitati su vortex e 
incubati a temperatura ambiente per 30 minuti. Al termine del periodo di 
incubazione si procede alla lettura dei campioni alla lunghezza d’onda di 
750 nm. Si costruisce una retta di taratura y = A * x, e dall’equazione 
della retta si procede al calcolo della concentrazione proteica di ogni 
campione incognito tenendo presente il fattore di diluizione (nel nostro 
caso pari a 4):  
 
 
3.3.2 Ago-aspirato tiroideo 
Sono stati raccolti 100 campioni di ago-aspirato tiroideo. Dopo ago 
aspirazione nel nodulo tiroideo, il campione è stato raccolto per l’analisi 
citologica e la siringa lavata con 300 µl di soluzione fisiologica. La 
soluzione di lavaggio è subito centrifugata a 2300×g per 10 minuti alla 
temperatura di 4°C ed i sovranatanti ottenuti sono conservati a -80°C per 
poi essere utilizzati per l’analisi. Anche per i sovranatanti dell’ago-aspirato 
viene determinato il contenuto proteico. Il metodo più adatto per effettuare 
il dosaggio proteico per campioni ricchi di emoglobina come l’ago-aspirato 
è quello di Warburg-Christian. 
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DOSAGGIO PROTEICO WARBURG-CHRISTIAN 
Questo metodo viene utilizzato per soluzioni di proteine che possono 
essere contaminate da acidi nucleici. 
Tale metodo consiste nel leggere l’assorbaza dei campioni a 280 e 260 nm. 
A 280 nm assorbono gli AA aromatici (Trp, Tyr e Phe) e la loro presenza 
nelle proteine (assumendo una presenza percentuale più o meno simile di 
questi AA in tutte le proteine) permette alle proteine di essere dosate 
spettrofotometricamente a questa lunghezza d’onda. A tale lunghezza 
d’onda assorbono anche gli acidi nucleici, perciò allo scopo di sottrarre il 
loro contributo si va ad effettuare la lettura anche a 260 nm a cui 
assorbono solo gli acidi nucleici. Infine con un opportuno fattore di 
correzione si può risalire alla concentrazione proteica del campione 
incognito. Si applica la seguente formula: 
 
1.45 × A280 – 0.74× A260 = [prot] mg/ml 
 
3.3.3 Siero 
Sono stati raccolti 90 campioni di sangue al mattino in condizioni 
standard (senza aver mangiato e bevuto dalla sera precedente). I campioni 
sono centrifugati a 3500×g per 10 minuti a temperatura ambiente e il 
siero raccolto è stato conservato a -80°C. 
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3.4 Saggio ELISA 
Il kit ELISA, messo a punto in precedenza nel nostro laboratorio, è stato 
quindi utilizzato per valutare, in tutti i nostri campioni biologici (ago- 
aspirato, salive e siero), i livelli di ANXA1, al fine di validare i risultati 
ottenuti in un precedente studio del nostro laboratorio[51]. I dettagli del 
kit appartengono ad un brevetto depositato dall’Azienda Ospedaliera 
Pisana e dall’Università di Pisa. Per il nostro kit viene effettuato il coating 
sulla piastra con l’anticorpo specifico per l’ANXA1, che non dà cross-
reazione con altri membri appartenenti alla famiglia delle annessine, e che 
quindi risulta altamente specifico per l’ANXA1. Il rivestimento dei pozzetti 
della piastra viene effettuato, sia per fare successivamente la retta di 
taratura sia per andare a determinare i campioni incogniti, con la stessa 
procedura sperimentale: 
 
1. Viene preparata una soluzione ad una concentrazione di 1 µg/ml 
dell’anticorpo specifico per l’ANXA1 in tampone 
carbonato/bicarbonato pH 9.7 (Na2CO3 25mM, NaHCO3 25mM). 
 
2. In ogni pozzetto vengono aggiunti 100 µl della soluzione precedente 
(0.1 µg di anticorpo per pozzetto) e si lascia in incubazione a 
temperatura ambiente, senza agitazione, per 48 h circa. 
 
 
 
60 
 
Retta di taratura 
La retta di taratura viene effettuata utilizzando lo standard commerciale 
per l’ANXA1. Si utilizzano 8 pozzetti della piastra in modo da ottenere il 
bianco di riferimento e 7 punti della retta a concentrazioni comprese tra 
0.78 e 50 ng/ml. Terminate le 48 h di incubazione per il coating, la  
procedura successiva avviene secondo i seguenti passaggi: 
1. La soluzione del coating viene gettata e si effettua un lavaggio di 
ogni pozzetto con 350µl di soluzione PBS/TWEEN 20 (T-PBS; 
NaH2PO4 * 2 H2O  20Mm, NaCl 0.9% pH 7.1; TWEEN 0.05%). 
 
2. Viene effettuato il blocking (procedura che permette di andare a 
saturare i siti non specifici presenti nel coating): in ogni pozzetto si 
aggiungono 200µl di una soluzione di BSA al 3% in T-PBS e si lascia 
in incubazione a temperatura ambiente e senza agitazione per 2 h. 
 
3. Preparazione delle soluzioni standard alle seguenti concentrazioni: 
 Bianco       0 ng/ml 
 Sol. 1    0.78 ng/ml 
 Sol. 2     1.56 ng/ml 
 Sol. 3     3.12 ng/ml 
 Sol. 4     6.25 ng/ml 
 Sol. 5   12.50 ng/ml 
 Sol. 6   25.00 ng/ml 
 Sol. 7   50.00 ng/ml 
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La preparazione delle soluzioni viene fatta con una procedura di 
diluizione seriale a partire da una soluzione madre alla 
concentrazione 50.00ng/ml dello standard in T-PBS + 
DETERGENTE (1.5%).                                                   
Il DETERGENTE è costituito da UREA 10 M/CHAPS 4%.  
Il BIANCO contiene una soluzione T-PBS/DETERGENTE (1.5%). 
 
4. Si getta la soluzione di BSA e si effettua un lavaggio di ogni pozzetto 
con 350µl di soluzione T-PBS. 
 
5. Aggiungo in ogni pozzetto 100µl della soluzione standard di 
riferimento. Lascio in incubazione alla temperatura di 37°C e 350 
rpm per 2 h. 
 
6. Lavaggio di ogni pozzetto con 350µl di soluzione T-PBS. 
 
7. Aggiungiamo in ogni pozzetto 100µl di una soluzione di anticorpo 1° 
alla concentrazione di 0.5 µg/ml in T-PBS e si lascia in incubazione 
a 37°C e 350 rpm per 1 h. L’anticorpo 1° si va a legare allo standard 
di ANXA1. 
 
8. Sono eseguiti i lavaggi di ogni pozzetto, con 350µl di soluzione  
T-PBS. 
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9. Aggiungiamo in ogni pozzetto 100µl di una soluzione di anticorpo 2° 
in rapporto 1/20000 in T-PBS. Si lascia in incubazione a 37°C e 350 
rpm per 30 minuti. L’anticorpo 2° è un anti-anticorpo 1°, perciò si 
lega all’anticorpo 1° che è legato all’ANXA1. Essendo l’Ab 2° marcato 
con un enzima, permette successivamente di determinare 
spettrofotometricamente la concentrazione dell’analita. 
 
10.Sono eseguiti i lavaggi di ogni pozzetto, con 350µl di soluzione 
     T-PBS 
 
11. Aggiungiamo in ogni pozzetto 100µl della soluzione di sviluppo 
      TMB substrate. Si lascia in incubazione al buio a 37°C e 350 rpm 
      per 30 minuti dopodiché si aggiungono 100µl della stop solution e  
      si effettua la lettura dell’assorbanza alla lunghezza d’onda di 450 
      nm allo strumento (Wallac). 
 
Sulla base dei dati ottenuti e le concentrazioni note viene costruita la retta 
di taratura e ricavata l’equazione che verrà poi utilizzata per ottenere la 
concentrazione di ANXA1 nei campioni biologici incogniti. 
 
Analisi campioni biologici 
La valutazione con saggio ELISA dei livelli di ANXA1 viene effettuata in 
tutti i campioni biologici a disposizione (saliva, ago-aspirato e siero), 
utilizzando la procedura dello standard.  
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Al punto 5 del protocollo precedentemente descritto si aggiunge il 
campione al posto dello standard. La preparazione del campione è diversa 
a seconda del fluido biologico analizzato. 
SALIVA: ogni campione incognito viene diluito 1:500 in T-
PBS+DETERGENTE(1.5%). Prima però ogni campione viene miscelato con  
T-PBS e scaldato a 100°C per 5 min. e dopo, tornato a temperatura 
ambiente, viene aggiunta la quantità prevista di detergente. 
AGO-ASPIRATO: il fluido è diluito 1:20 in T-PBS e scaldato a 100°C per 5 
minuti. Dopo il raffreddamento il detergente è addizionato al campione 
alla concentrazione finale di 7.5%. 
SIERO: il fluido è diluito 1:100 in T-PBS contenente CHAPS 0.06% e 
riscaldato per 5 min. a 100°C. Dopo raffreddamento sono addizionati 
UREA (150 mM) e DITIOTREITOLO (DTT; 60 mM). 
 
Si raccolgono per ogni campione i relativi valori di assorbanza, e in base 
all’equazione della retta di taratura e del loro fattore di diluizione si 
determina la concentrazione dell’ANXA1. 
I dati verranno poi suddivisi ed analizzati tenendo presente il tipo di fluido 
biologico e le caratteristiche citologiche ed istologiche dei noduli 
riscontrati in ogni paziente da cui il campione è stato raccolto. 
Le differenze di espressione tra i gruppi di confronto (benigno VS maligno), 
per ogni fluido biologico analizzato, sono state determinate utilizzando il t-
test di Student. I dati sono stati considerati statisticamente significativi 
con valori di p-value inferiori a 0.05. 
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CAPITOLO 4-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
La diagnosi differenziale dei carcinomi tiroidei con le comuni procedure 
diagnostiche è spesso difficile a causa dei numerosi sottotipi di tumori 
maligni che hanno un’architettura follicolare simile [26]. Per tale motivo, 
in presenza di noduli che presentino un quadro citologico di proliferazione 
follicolare, si è costretti ad eseguire un intervento chirurgico di 
tiroidectomia per poter fare la diagnosi definitiva. Di conseguenza un gran 
numero di interventi chirurgici potrebbe essere evitato se fosse possibile 
discriminare l’adenoma dal carcinoma. Questo obiettivo potrebbe essere 
raggiunto mediante l’identificazione di nuovi marcatori tumorali proteici. 
Al momento in letteratura sono riportati studi di proteomica riguardanti 
tessuti tiroidei e/o linee cellulari tumorali specifiche [53].  
Sono presenti anche studi recenti di applicazione dell’analisi proteomica a 
fluidi biologici derivanti da diversi distretti e che hanno rivelato differenze 
significative tra i patterns proteici tra soggetti sani e malati. Questo 
approccio è stato utilizzato con successo nell’analisi del fluido interstiziale 
tumorale (TIF) [54], del fluido aspirato dal capezzolo (NAP)[55] e del fluido 
amniotico (AF) [56] per l’identificazione di marcatori del tumore al seno e 
alle membrane fetali, rispettivamente.  
Uno studio precedente, svolto nei nostri laboratori, ha realizzato, per la 
prima volta, l’analisi proteomica del FNA tiroideo umano post-chirurgico 
[57].  
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Con questo lavoro, combinando la 2-DE con la spettrometria di massa 
MALDI-TOF, abbiamo ottenuto un pattern caratteristico delle proteine 
contenute nel FNA che sono poi state identificate.  
In un lavoro successivo [51] abbiamo effettuato la validazione delle 
proteine di cui si era trovato un aumento di espressione nel tumore 
tiroideo [52]. In particolare per l’ANXA1 la validazione è stata fatta tramite 
western blot utilizzando un anticorpo specifico per l’ANXA1 che non cross-
reagiva con altre isoforme di annexin. Tale metodo ci ha confermato 
l’aumento di espressione nel tumore dell’ANXA1 e la sua assenza nei 
controlli benigni. L’ANXA1, rispetto alle altre proteine, mostrava inoltre, 
dall’analisi delle curve ROC, migliori caratteristiche di sensibilità e 
specificità. Pertanto sulla base di tali evidenze, in questo lavoro di tesi è 
stato utilizzato un kit ELISA a sandwich, messo a punto nel nostro 
laboratorio, per identificare i livelli di ANXA1 non solo in campioni di ago-
aspirato, ma anche in fluidi biologici più semplici da raccogliere, quali 
saliva e siero. I dettagli del kit sono oggetto di un brevetto depositato 
dall’Azienda Ospedaliera Pisana e dall’Università di Pisa. Si sono raccolti 
per ogni campione i relativi valori di assorbanza, e in base all’equazione 
della retta di taratura e del loro fattore di diluizione si determina la 
concentrazione dell’ANXA1. I dati sono stati poi suddivisi ed analizzati 
tenendo presente il tipo di fluido biologico e le caratteristiche citologiche 
ed istologiche dei noduli riscontrati in ogni paziente da cui il campione è 
stato raccolto.  In particolare i campioni sono stati suddivisi in benigni e 
maligni.  
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Inoltre, per quanto riguarda i campioni di ago-aspirato pre-chirurgico, è 
stata effettuata anche un’analisi ulteriore tra lesioni microfollicolari 
benigne e maligne. Le differenze di espressione dell’ANXA1 tra i gruppi di 
confronto (benigno VS maligno), per ogni fluido biologico analizzato, sono 
state determinate utilizzando il t-test di Student (Fig.13). I dati sono stati 
considerati statisticamente significativi con valori di p-value inferiori a 
0.05. Ciò è stato anche effettuato per il confronto tra lesioni 
microfollicolari benigne e maligne (Fig.14). Di seguito i risultati: 
 
 
 
 
 
Fig.13 Analisi dei risultati ottenuti con saggio ELISA per l’ANXA1 in ago-aspirato 
pre-chirurgico (FNA) (A), siero (B) e saliva (WS) (C). Ogni colonna rappresenta il 
valore medio dell’intensità del segnale. * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001 
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Fig.14 Analisi dei risultati ottenuti con saggio ELISA per l’ANXA1 in ago-aspirato 
pre-chirurgico FNA in lesioni microfollicolari (MF). Lesioni microfollicolari benigne 
(MF/B), lesioni microfollicolari maligne (MF/C). 
 
Come possiamo vedere il kit ELISA da noi messo a punto, ha confermato il 
significativo incremento dell’ANXA1 nei campioni FNA maligni rispetto ai 
benigni. Questo dato si aggiunge ai molti dati presenti in letteratura che 
sostengono un possibile ruolo delle annexins nel processo oncogenico. In 
effetti le annessine sono tra le proteine più comunemente rivelate in studi 
proteomici e funzionali sui tumori [58]. Essendo delle “calcium- and 
phospholipid-binding proteins” sono associate con le metastasi nel 
carcinoma al fegato, polmone, colon, esofago, etc..[58]. In particolare 
l’ANXA1 è una proteina di 39 KDa che sembra promuovere l’apoptosi [59], 
recentemente è anche stato proposto che favorisca l’invasione del tumore, 
almeno in parte, attraverso l’attivazione del gene della metalloproteinasi 9 
[60]. 
68 
 
Accanto alla validazione dei livelli di espressione dell’ANXA1 nei campioni 
pre-chirurgici di FNA, abbiamo voluto allargare la ricerca di questo 
potenziale biomarcatore anche in altri fluidi biologici, quali siero e saliva. 
Come possiamo vedere la proteina è risultata significativamente up-
regolata anche in campioni di siero e mostra una tendenza all’aumento 
anche in campioni salivari di pazienti con noduli maligni. Questo 
conferma l’importanza e la potenziale utilità del kit dell’ANXA1 nella 
diagnosi dei tumori tiroidei, anche attraverso l’utilizzo di campioni la cui 
raccolta è più semplice, meno invasiva e sicura rispetto al FNA.  
Successivamente abbiamo applicato il kit anche a campioni di FNA 
ottenuti da noduli con citologia microfollicolare. Infatti biomarcatori per 
discriminare noduli maligni dai benigni sarebbero molto utili soprattutto 
in questi casi di noduli microfollicolari per evitare tiroidectomie non 
necessarie.  
I nostri risultati mettono in evidenza un significativo aumento della 
proteina nei noduli microfollicolari poi rivelatisi maligni all’istologia, 
rispetto a quelli poi risultati invece benigni. Questi noduli risultano 
piuttosto rari quindi abbiamo potuto effettuare l’analisi solo su 39 
campioni (19 benigni e 20 maligni). Allargare il numero dei campioni 
utilizzati servirà ad aumentare la potenza statistica del risultato. 
In conclusione, un significativo aumento di espressione dell’ANXA1 nei 
campioni di tumore maligno rispetto ai benigni in tutti i fluidi biologici 
analizzati, conferma l’ANXA1 come biomarker utile a discriminare 
carcinomi e tumori benigni.  
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Inoltre risultati preliminari (Fig.14) suggeriscono anche la possibilità di 
utilizzare l’ANXA1 come marker per la discriminazione delle lesioni 
microfollicolari maligne da quelle benigne. Questo dato è incoraggiante per 
nostri studi futuri, diretti proprio alla discriminazione di questi tipi di 
noduli poiché il loro trattamento chirurgico è fortemente controverso. 
L’introduzione di analisi specifiche, sicure e non invasive consentirebbero 
una drastica riduzione di interventi chirurgici non necessari con un 
impatto importante non solo sulla qualità della vita del paziente ma anche 
sul costo della sanità pubblica.  
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